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論 文 内 容 要 旨
第1章 緒 論
近 年 産業 の発 達 に伴 い、 難 分解 性 の合 成 化 合 物 を含 む廃 水 の処理 力状 き な社 会
問題 とな って い る 。 その 中 で 、製 鉄 工 場 、 ガ ス製 造 工場 等 か らの プ ロセ ス廃 水 は
高濃 度 の フェ ノー ル を含 み 、 これ の 完全 な 微生 物処 理 は 今 なお大 き な課 題 で あ る。
フ ェノ ール を分 解す る微生 物 と して は、 そ の 多 くが 細 菌 で あ り、酵 母 、 カ ビに
よ る もの はそ の 数 も少 な く、 か つ 低 濃度 フ ェノ ール に関 しての もの に限 られ て い
た 。微 生 物 処理 の 対象 としての真菌は細菌 に比較 して沈降 し易く、酸化能 ・も強 い と予想
され た 。 そ こで、 著 者 は真 菌 に よる フ ェノ ール 廃 水 の処 理 を最 終 目標 と して、 ス
ピン ドル油廃 水 処 理 汚 泥 よ り分離 し た高 濃度 フ ェノ ール 資化 酵 母7〆 露 加 ∫ヵ・7・π
・碗 … 纏WY2-2菌 を主 とし て用 い、 酵 母 に よ る フ ェ ノ ール 化 合 物 の 分解 に
関 す る基 礎 的知 見 の検 索 につ とめた。 得 られ た結 果 に つ き、 以 下 に述べ る。
第2章 フ ェ ノ ール 資化 酵 母 の 分離 お よび そ の 性 質
高 濃 度 芳香 族 化 合物 資 化 性真 菌 の 分 離 を目的 として 、 ス ピン ドル 油 廃 液 の微 生
物 処 理汚 泥 中 よ りフ ェ ノ ール 化合 物 資化 性酵 母 を分 離 し 、 同定 を行 った結 果 、 無
胞 子 酵 母 のT.'ご 乃。∫ρ。7碗6雄 召解 膨WY2-2と 同 定 した。 本 菌 は 、 フェ ノー
ル化 合 物 を含 む種 々の炭 素 源 を利用 し得 るが 、 フ ェ ノ ール 化 合物 の資 化 され易 さ
が水 酸 基 置 換安 息 香 酸 、 フ ェノ ール 、 ク レ ゾール 、 ニ トロ フ ェノ ール 、 ク ロ ロ フ
ェノ ール の順 に な る こ と、 た だ しいず れの 化 合 物 につ い て もo一 異 性 体 は 資 化 さ
れ な い こ とを明 らか に した 。
第3章 丁7∫`乃o∫戸070π`班 αη8膨WY2-2菌 の フ ェ ノ ール 培 地
での 生 育 特 性
フ ェノ ール資 化 性酵 母7.6κ 伽8瑠WY2-2菌 の フ ェ ノ ール化 合 物 分解 性 の
基 礎 と して の フ ェ ノー ル培地 に お け る生 育 特 性 を検 討 し た 。本 菌 の フ ェ ノ ール培
地 で の生 育 経 過 は 、 接 種 直 後 一時 濁度 の 減 少 が 認 め られ、 濁度 の 低 下 の 程度 と発
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育 開 始 まで の時 間 は フ ェノ
ール 濃度 が 高 い程 増 大 す る
。 し.かしな が ら、 そ の.後の
生 育 速 度 、 最大 生 育度 には
影 響 を与 えな か った。 この
パ タ ー ンは、 細 菌 にお け る
トル キ ノ ン型 の 阻 害 パ タ ー
ン と同 一で あ る。 なお 、 濁
度 の 変 動 は生 菌 数 を反 映 し
た 。生 育 可能 な フ干 ノ ール
濃度 は 、0.17%で あ った が
、接 種 菌量 に よ ってそ の 濃
度 は 、 影 響 を受 けた。 そ れ
らの 結果 の 一 部 を:Fig.1に
示す 。
第4章
本 章 にお い て は、基 本 化 合
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酵 母 に よ る フェ ノ ール お よ び ク レゾ ール の 代謝
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を資化し得ない性質 がこれ ら酵母に とってかな り普遍 的なものであ るこ とを示 し
7ヒ。
つ い で 、:r.`鋸2解 吻WY2-2菌 を 用 い て フ ェ ノ ー ル 分 解 の 初 期 酸 化 に つ い て 検
索 し 、 フ ェ ノ ー ル の 水 酸 化 に よ っ て カ テ コ ー ル が 生 成 し 、 こ れ が.i且tradio1型 の
オ ル ソ 開 裂 に よ っ て`ピ∫,`ぎ∫一ム コ ン酸 と な り 、 コ ハ ク 酸 と ア セ チ ルCoAか らTCA
サ イ ク ル に 入 る 経 路 を 推 定 .丁 仙2晦y脚 、.鰯重M重75。、,減鄭 醐.。f卿 副7。、鵬
した。 また、WY2-2菌 を
含 むTプ 勲o∫仰oη 属 酵 母5
株 お よび0α 励 吻 属1株 を
用 いて その ジ オキ シゲ ナ ー
ゼの 核 開 裂 型 を検 索 し 、
Table2に 示す ご とく、用
い た菌 株 す べ て がintradi一
・1型の オ ル ソ開裂 に関 与す
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び そ の基 質 特 異 性 よ り、 カ テ コ ール よ りも4一 メ チ ル カテ コ ール に強 い親和 性 を
示 す タ イ プ と、 カチコールに もっとも強い活 性 を
示 す タ イ プの2群 に 大 別 され る こ とを示 した。
口5
ク ー あ る い は 〃7一 ク レ ゾ ー ル 培 養 物 の 炉 液
中 に 、 そ の 水 酸 化 生 成 物 で あ る4一 メ チ ル カ
テ コ ー ル の 存 在 が 確 認 さ れ た 。 次 い で 、4一
メ チ ル カ テ コ ー ル の 核 開 裂 産 物 が3一 メ チ ル
ム コ ン 酸 で あ る こ と を 、TL、C、UV吸 収 ス ペ
ク トル 、 ガ ス マ ス ス ペ ク トル 等 よ り 同 定 し た
。Fig,2に ガ ス マ ス の 結 果 を 示 し た 。 ρ 一 ク























とo一 ク レ ゾ ール の混 合 物 、 フ ェ ノ ール と、 各生 育 基 質 あ る い は生 育 基 質 と非生
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育 基 質 の共 存条 件 によ って得 られ た菌 体 か らの オ キ シゲ ナ ー ゼ活 性 は 、 馳ble3
に示 す ご とくそ の 基 質 に関 係 な くす べて カテ コ ール1,2一 オ キ シゲ ナ ーゼ活 性 を
示 し 、 かつ そ の基 質特 異
Table3DioxygenaseactivityincrudeextractsofT.cvfannrmWY2-2.
性 が4一 』メチ ル カ テ コ ー
ル に高 い 親和 性 を示 す こ
とお よび 他 の基 質 に対 す
る活 性 が 全 く同 じ傾 向 を
示 す こ とか ら、 本 菌 にお
け る フェ ノ ール 、 ク レ ゾ
ール の 環 開裂 反 応 に は、
同一 の カ テ コ ール1,2一





















































る こ と を示唆 し た。 以上 、 本 菌 の ク レゾー ル 分解 系 は 、 最初 に核 の 直接 の 水 酸化
の結 果4一 メ チ ル カ テ コ ール が生 成 し、 これ が オル ソ開裂 型 の オ キ シゲ ナ ーゼ に
よ って3一 メチ ル ム コ ン酸 とな り、 以 後細 菌 で 明 らか とな った経 路 と同様 に代謝
され る と推 定 した。
第5章 カテ コール1,2一 オ キ シゲ ナ ーゼ の精 製 お よび その 性質
前章において、本 菌の カテコールオキシゲナーゼが既知の酵母 カテコー一ルオキシゲナーゼ と
異な ることが推定 されたので、 これの精製および諸性質の検討 を試みた。精 製のための菌体
収得法 として、ミニジャーによる菌体の高濃度仕込みによる基質の逐次添加でもって、短時間
で分解力の強い 菌体を 高収 率 で 得 た 。 本 菌 の粗 酵素 液 は、pH7.6以 上8.3ま で が 安
定 で あ り、 かつ10%エ タ ノ ールお よび5mM2メ ルカプ トエ タノ ール の添 加 に よ りそ
の安 定 性 が 向上 した 。 よ って 以 後10%エ タ ノール 、5血Mメ ルカプ トエタノ ール
、4μMFeSO4を 含 む ト リス ー塩 酸 緩衝 液(pH7.8～8。0,4セ)中 で精 製 を律 、
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一 メ チ ル ヵ テ コ ー ル
、 ヒ ド ロ キ シ キ ノ ー ル に 高 い 親 和 性 を 示 し た(Table5)。 分 子
量 は 、SDS、100℃5分 処 理 の 酵 素 で 約
35,000,nativeな 酵 素 で 約105,000を 示
し 、 サ ブ ユ ニ ッ ト3個 か ら な る 蛋 白 質 で あ
ノ
る こ と を示 唆 した 。 昇 禾 、pCMB,α,α 一
ジ ピ リジル での 強 い 阻 害 は 、 本酵 素 がSHL
酵 素 で あ り、か つ2価 鉄 を含 む酵 素 で あ る
こ と を示 唆す る。
?轟b二 ●58ub8traヒ ●6P●c二2⊥o乳tyo望pu=igi●d











第6章 酵 母 に よ る ρ一お よび 吻一ヒ ドロキ シ安 息 香 酸 の代 謝
本 章 にお い ては 、 フ ェノ ール 、 ク レ ゾール 以 外 の も う一つ の 基 本 化合 物 として
の ヒ ドロキ シ安 息 香 酸 の 分解 に つ い て検 索 した。0 .05彩 ρ 一 ヒ ドロキ シ安 息 香 酸
培 地 で 最 初 の代 謝 産 物 と推 定 され る プロ トカ テキ ン酸の 蓄 積 条件 を検討 し、 振 と
う4時 間後 静 置 とい う通 気制 限 培 養 で 、0,4mMと 最大 蓄 積 を示 し、 それ 以 後 もそ
の レベ ル を維 持す る こ と を見 い だ し、 この 条 件 を用 い て生 成 代 謝 産 物 を分 離 し、
プ ロ トカ テキ ン酸 と同定 した 。 ρ一お よび 吻一 ヒ ドロキ シ安 息 香 酸 生 育 菌体 か らの
粗酵 素液 を用 い て その 水 酸化 酵 素 活 性 を測 定 し、Table6に 示 す ご と く、NAD:P
H要 求 性 の ρ一お よび 吻一 ヒ ドロキ シ安息 香 酸 水 酸 化 酵 素 と、NAD(P)H要 求 性
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Tables








3種 類 の 酵 素 の 存 在p-Hyd。 。.ybenz。。,。
m-Hydroxybenzoate
を示 唆 した。 プ ロ ト
ρ 〇一Hydroxyben20aヒ 壱
カ テ キ ン 酸 、 カ テ コPτ 。t。catechuate
一 ル の 酸 素 吸 収 実 験B曜Re6。 「cylate'
Gentisate
か ら 、 プ ロ ト カ テ キPh。 。。1

















































































カ テ コ ー ル とな る経 路 は否 定 さ
れ(Table7)、 ヒ ドロキ シキ イ
ール に対す る核 開裂 酵 素 活 性の
強 さ(聖able8)、0.6モ ル の炭
酸 ガ ス放 出(Table7)、 開 裂 産
物 と推 定 され る マ レイ)レ酢 酸 に
一致 す るUVス ペクトル 等 よ りプ
78b二 ●81
ロ ト カ テ キ
Table70xidationof,somesubstratesbyacrudeextract




















O翼1d墨t二 ㎝of▼ 直=iOU6C醜 のchoユ5bycrud● ●罵tr●ct89τ0顧7.cutan●U■ 剛2-2
9=㎝onp口o=臓 一〇H8A
ン酸 の水 酸
化生 成 物 が
ヒ ドロ キ シ
キノールで あ
る こ と を推
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ドロキ シキ ノ ール 開裂 酵 素 は 、Table8に 見 られ る ご とく、先 に述 縛 た カ テ コ ー
ル1,2一 婁 キ シゲ ナ ーゼ とは そ の 基質 特 異 性 にお い て 明 らか に異 な り、 ヒ ドロ キ
シキノールオキシゲナーゼ と呼 ば れ るべ き で あ る と考 える。
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第7章 結 論
以上 に述 べ た ご と く、 フ ェ ノ ール 廃 水 の微 生 物 処 理 を最 終 目標 として 、 酵 母 に
よる フ ェノ ール 化 合 物 の 分解 に関 す る基 礎 的知 見 の検 索 につ とめた 。
す な わ ち、 高 濃 度 フ ェノ ごル 資化 性 酵 母1株 を分 離 し、77励 ・5声。碗 溜 卿 襯
WY2-2と 同 定 した。 本菌 を含 むT・ 励 ・∫〃 ・π属 酵 母 は 、 種 々の フ ェノ ール化 合
物 資 化 能 を有 す る もの の、 そ れ らのo一異 性体 は利 用 し得 な い こ とを示 し、 この 性
質 が これ ら酵 母 に と って普 遍 的 で あ る こ と を示 唆 した 。 また:、 フ ェノ ール培 地 に
お け る本 菌 の生 育 特 性 につ いて も検討 した 。
WY2-2菌 を含 む τ〃`乃o∫卿〆・η属 酵 母 の フ ェノ ール 、 ク レ ゾ ール 、 ヒ ドロキ シ
安 息 香 酸 の 分解 系 に つ い て検 索 し、Fig.3に 示 す ご と く、 フ ェノ ール は カテ コ ー
ル、濡,溶 一 ム コ ン酸(9)を 経 て コ ハ ク酸 とア セチ ルCoAに 至 る経 路 、 ク レゾ ール
は4一 メチ ル カテ コ ール(7)、3一 メチ ル ム コ ン酸(10)を 経 てTCAサ イ クル に入
る経 路 で 分 解 され る こ と
を推 定 した。
WY2-2菌 にお け る フ
ェ ノ ール と ク レ ソ ール の
核 開 裂 は 、 同一 の カ テ コ
ールL2一 オ キ シゲ ナ ー
ゼ関 与 の 反応 で あ る こ と
が 示 唆 さ れ 、 調 べ た 限
りで は 、 すべ て の 酵 母 が
加〃認副 型 の オル ソ開
裂 様 式 酵 素 を有 す る こ と
、 そ の基質 特 異 性 よ り2
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基 質 特 異 性 に特 徴 の あ ったWY2-2菌 の カ テ コ ール オ キ シゲ ナ ーゼ を約210倍
に精 製 した 。 本酵 素 は 、 分 子量 約105,000、SDS処 理酵i素は そ の 分子 量35,000
を示 し、 サ ブ ユ ニ ッ ト3個 よ りな る 蛋 白質 で あ る こ とを示 唆 した。 その 基質 特 異
性 は 、 粗 酵 素 液 と変 らず 、 カテ コ ール、4一 メチ ル カテ コ ール 、 ヒ ドロキ シキ ノ
ール に高 い 活 性 を示 し た。 また 阻 害 剤 実験 よ り、 本 酵 素 は 鉄 を含 み 、 か つSH一
酵 素 で あ る こ と を示 唆 し た。
ヒ ドロキ シ安 息 香 酸 の代 謝 経 路 にっ いて は 、Fig.3に 示す ご と く、 プ ロ トカ テ
キ ン酸 ⑧ が脱 炭 酸 され て カテ コ ール となる経 路 は 否 定 され 、 ヒ ドロキ シキ ノ ール
(11)を 経 て マ レ イル 酢 酸(13)に 核 開裂 され る こ とを 明 らか にし た。
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審 査 .結 果 「 の 要 旨
フ ェノ ール化 合物 の微 生 物 によ る分 解 は,こ れ を含 む廃 水浄 化 技術 の基礎 と して重要 で ある 。
著者 は この こ とを前 提 と して,ス ピ ン ドル 油廃 水 処理 汚 泥 よ り,フ ェノー ル資化 性酵母 を分離 し,
TridlosporGn .Cutaneumと 同定 した 。該 菌は これ迄 に 知 られて い る フエ ノー ル資化 性微 生 物 に較 べ
遙か に 高 い 濃度 の フエ ノール存 在 下 で これを 資化 し得 る特 性 を もρて い る。 そ して,該 菌 を含 むTr-
ichosporon属 酵母 は,種 々の フエ ノー ル化合 物 を 資化 して増 殖 し うる,オ ル ソ異性 体 は利 用 し得 な
か ったo
著 者 は該 菌 を主 に 使 用 しなが らTrichosporon属 酵 母 の フエ ノ ール,ク レゾール,ヒ ドロキ シ安 息
香酸 の分 解 系(特 に 初期 段 階)に つ い て検 索 し,フ エ ノール は カ テユ ール,cis-cis一 ム コシ酸 を経
て コハ ク酸 とア セチ ルC(Aに 至 る経 路,ク レゾール は4一 メチ ル カテ コー ル,3一 メ チル ムコ ン酸を
経 てTCAサ イ クル に入 る経 路,ヒ ドロキ シ安 息 香 酸は ヒ ドロキ シキ ノー ル を経 て マ レイ ル酢 酸に核
開裂 され る 経路 を 経 るこ とを 明 らか に した 。
更 に進 ん で,該 菌 の フ エ ノ ール お よび カ テ コール の核 開 裂 は同一 の カテ コール1,2一 オ キ シゲ ナ
ーゼ が関 与 する反応 で あ る こ とか ら ,該 酵 素 につ い て精 査 した 。 そ の結 果,謁 査 した す べて の酵 母が
intradiol型 の ナル ソ開裂 様式 酵素 を有 す る こと,お よび そ の基 質特 異 性 よ り2群 に大 別 され る こ と
を示 唆 した 。 ま た,基 質 特 異 性 に特 微 の あ った 前 記分 離 菌 の カ テ コール オ キシ ゲ ナ ーゼ を約210倍
に精製 し,こ の酵 素 の特 性 を 精査 した本 酵素 は分 子量 約105,000,SDS処 理 酵 素 の分 子:量は
35,000で サ プユ ニ ッ ト3ケ よ りな る蛋 白質 であ る こ とが 示 唆 され た 。そ の基 質特 異 性 はカ テ ユ ー
ル,4一 メチ ル カテ コール,ヒ ドロキ シキ ノ ール に 高い活 性 を示 した 。 また,阻 害 実 験 よ り本酵 素 は
鉄 を含 み,SH酵 素 であ る こ とを示 唆 した 。
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